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論 文 一内 容 要 旨
序 論
現在 までに数多 くの細菌 ゲ ノム の塩基配列 が決 定 された。近縁な細菌株 間のゲ
ノム の比較か ら、細菌 のゲ ノムは様 々な タイ プの転 移因子 によって起源 を異にす
る遺伝子 を獲得す る ことによって形成 されて きた ことが明 らか にな りつつある。
細菌 の転移 因子 のひ とつであ るTn3に 代表 され るTn3型 トランスポゾ ン上 には、
自 らの転移 を触媒す る遺伝子や薬剤 耐性遺伝子 など様 々な遺 伝形質が担われ てい
る。Tn3型 トランスポ ゾンは両末端 に約40bpの 逆向 き反復配列(InvertedRepeats,
IRs)を 持 ち、転移酵素(TnpA)がIRsに 作用 して トランスポゾ ンの倍加 を伴 う融合
体 が形成 され る前半過程 と、融合体 上で倍加 して いる トランスポゾ ン内の組換 え
部位@5)間 で の解離酵 素が触 媒す る部位 特異的組換 え反応か らな る後 半過程 によ
って転移が完結す る(Fig,1)。P5θ 編07%oηα5p謝dαmt-2株 が保有す るプラス ミ ド
pWWO上 の トル エン分解遺伝子 群は、56kbのTn4651内 に存在 して いる ことが見
出され でいた。Tn4651は 、他 のTn3型 トランスポ ゾンと同様な過程 を経て転移
す るが、転移 関連遺伝子群が既知 のTn3型 トランスポゾン とは互換性 を示 さず、
部位特異的解離反応 には、1郡 の両側 に存在す る具体的機能が不明 の 吻3と 〃1ρ7
の両遺伝子産物 を必要 とす る点 で特殊 であ る。そ こで本研究では、Tn4651の 転移
の分子機構 の詳細 を明 らか にす ることを 目的 として研究 を行 った。
第1章Tn4651の 部位 特 異 的 解 離 系 を支 配 して い る領 域 の解 析
Tn4651の 部位特異的解離系 を支配 して いる約2.4kbの 領域の塩基 配列 を決定 し
た。吻8と 吻7は 本領域 の中央部分 に存在す る203bpの 形5内 か らそれぞれ外 向
きの転写方向 を持ち、それぞれ322と332ア ミノ酸残 基か らなるタ ンパ ク質 をコ
『一 ドして いると推 定され た(Fig .2)。 デー タベース の相同性検索 の結果 、TnpSは
部位特 異的組換 え酵 素 のチ ロシン リコ ンビナーゼ フ ァミ リー と局所 的 に高 い相 同
性 を示 したが、TnpTは 機能 を推 定で きるよ うな タ ンパ ク質 との相 同性 は認 め ら
れなか った。mt-2株 か ら抽 出 した全RNAを 用 いたプライマー伸長反応 の結果 、⑫3
と 吻 アの転写開始点 は予想 開始 コ ドンのそれぞれ99bpと140bp上 流 に存在 する
ことが判 明 した。 さ らに、'郡 内 には9bpか らなる1対 の逆 向き反復配列(IRs)が
見 出 された(Fig.3)。
第2章 大腸菌 を用 いた部位特 異的解離 の解析
Tn4651の 融合体解離過程の分子機構解明のための実験を大腸菌 卸ε朗 株背景下
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で実施 した。同方 向に配向 した2っ の 肥5間 にカナマイ シン(Km)耐 性遺伝子 を挿
'
入 した プ ラス ミ ドpGENIOI[Km「,Tc「(テ トラサ イ ク リン耐 性)]を 構 築 した 。
pGENIO玉 を保有 してい る大腸菌株 に、∫ηρ8か 吻 公 あ るいは両遺伝子 をク ロー
ニ ング した アン ピシ リン(Ap)耐 性 プ ラス ミ ドをそれぞれ導入 し、Apと:Km、Tcを
含むLB寒 天培地上 に塗布 した。一定時間の培養後、〃Zρ3と勿ρ7の 両遺伝子 を供
給 した ときにのみKm感 受性株 が出現 した(Tablel)。Km感 受性 とな らた大腸菌
誘導体株で は、pGEN101上 の2つ の ハ23間で の部位特異的組換 えの結果生 じた プ
ラス ミ ド(pGENIolR.)が 検 出で きた(Fig.4)。 ∫ηρ3あ るいは 吻77の どち らか一方 の
遺伝子 のみ を供給 した ときには、pGEN101Rを 検 出で きなか った(Fig.4)。TnpS
のイ ンテ グ ラーゼ モ チー フ内の予想活 性 中心 のチ ロシ ン残 基 に変 異 を導 入 した
吻3を 、吻7と ともに供給 した場合 には2つ の 榔 間での組換 えは観察 できず(Fig,
4)、解 離反応 にお けるTnpSの チ ロシン残基 の必須 性が判 明 した。 また、複製能
のないr25一肋77カ セ ッ トが もうひ とつ の解離産物 として生 じて いる ことを(Fig.5)、
Km耐 性遺伝子 の内側 か ら外 向き に設計 した2つ のプ ライマーを用 いたPCRで 確
認 した。吻8の み を供給 し解 離 プラス ミ ドが検 出で きなか った大腸菌誘導体株 か
らの粗抽 出液 を鋳型 としたPCRで も、.'管5一加ηカセ ッ トの存在 を示す1kbのDNA
が増幅 した ことか ら(Fig .6)、2つ の'∬ 問での分子 内部位特異的組換 えにはTnpT
は必須で はないが、そ の高効 率化 に必要 である ことが 明 らか にな った。
第3章 吻 駐7β5一吻7「領 域 の部 位 特 異 的組 込 み能 の解 析
勿ρ3と 吻7が 異分子 上 に存在す る2つ の 榔 間で の部位特異的組込 み反応 を触
媒で きるか の解析 を行 った 。大腸菌DH5α に、それぞれ1コ ピー の1郡 を保 持す
る2種 類 のプラス ミ ドを導入 した。1つ は 自己伝 達能 があるKm耐 性 プ ラス ミ ド
で、 もう一つはTc耐 性遺伝子 を担 い、接合遺伝子 や伝達起点(oア17)をもたないプ
ラス ミ ドであ る。これ ら2種 類 のプ ラス ミ ドを保持 しているDH5α 誘導体株 に、勿ρ3
や 吻7を ク ローニ ング した プラス ミ ドを導入 し、 ス トレプ トマイ シン(Sm)耐 性 の
大腸菌HBIO1株 を受容菌 とした接合伝達反応 を行 い、Km,Sm,Tcを 含 んだLB寒
天培地 上 に塗布 した。2つ の プラス ミ ド上 の 形3間 で部位特異 的組込 みが生 じた
場合 にのみTc耐 性 プラス ミ ドが受容菌 に伝達 され ることが期待 できる(Fig.7A)。
供与菌 のDH5α 誘導体株 内で 吻3を 供給 した場合 には、供給 しなか った場合 と比
べて1,000倍 高 い頻度でTc耐 性HB101接 合体株 が出現 した(Table2)。Tc耐 性HB101
接合体株 は、供与菌株 内の2つ の プラス ミ ド上にそれぞれ存在す る1℃5間 で の分
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子 間組換 えの結果生 じた融合 プラス ミ ドを保持 して いた。(Fig.7:B)。 また 、TnpT
の供 給はそ の頻度 に影響 を及 ぼ さなか った。 これ らの結果か ら、TnpSの みが異
分子 上に存在す る2つ の 陀∫間にお ける分子 間組換 えに必要で あることが判 明 し
た。
第4章Tn4651群 トラ ンス ポ ゾ ンの転 移 関連 遺 伝 子 群 の分布
Tn4651の 転移機構は、上述 のよ うに既知 の トランスポゾ ンとは大 き く異な って
いる ことか ら、最近Tn4651を 代表 とす る新 しい転移 因子 のグルー プ、Tn4651群
トランスポ ゾンが創設 され るに至 ってい る。Tn4651群 トランスポゾ ンは これ まで
にTn4651、Tn4676とTn5401の3・ つの報告 しかな く、それ らはいずれ もP5θ〃do〃201?α∫
属細菌株 か ら単離 されてきた。Tn4651群 トランスポゾ ンの環境細菌 中にお ける分
布 を調べ るため に、様 々な細菌株 由来 の全DNAを 用 いたサザ ン解析 を実施 した。
その結果 、Tn4651の 吻斑 や 吻3一吻7断 片 と相 同なDNA領 域 を保持 していた菌
株 は75株 中20株 存在 し、主 にP3θ〃40〃70m3属 細菌 中に広範 に存在 してい ること
が明 らかになった。 また、デー タベース の相 同性検 索 の結果 、Tn4651の 部位特異
的解 離系 に類似 した領域がY-proteobacterlaの 各種細 菌株 由来 のプ ラズ ミ ドや染色
体 上にコー ドされて いる ことが判明 した。 さ らに、不和 合性群IncP-7に 属す る緑
膿菌 由来 のSm耐 性 プラスミ ドRmsl48上 に、Tn4651の か%や 勿ρ5L吻 アと相 同
性 の高 いDNA領 域 が存 在 して いる ことが判 明 した。一方 、チ ロシンリコンビナ
ーゼ の系統樹 を作製 した結果 、酵 素群 がひ とつのTnpSを 含 むTn4651群 トランス
ポ ゾンの転移 を触 媒 しているグル ープに分類 できた(Fig.8)。 、
第5章IncP-7プ ラス ミ ドRms148上 の新規Tn4651群 トラ ンス ポ ゾ ン
緑膿菌 由来 の薬剤耐性 プラス ミ ド ㎞s148上 の 吻 必 および 吻5」吻7と 高 い相
同性 を示 したDNA断 片 の塩基配列 を決定 した 。そ の結果、Tn4651のIRsと 相 同
性 の高 い46bpのDNA配 列(Flg.9)に 挟 まれた11個 の遺伝子(Fig.10)を 含 む、約 ・
13kbの 領域 を見 出した。Tn4651の 転移 関連遺 伝子群 と相 同性 の高 い領域 を含 む
13kbの 領域 は トランスポ ゾン として挙動す る可能性が考 え られた ため、Tn4661
と命名 した。 また、Rms148上 のTn4661挿 入 部位近傍 には、IncP-7に 属 す るカル
バ ゾール分解 プ ラス ミ ドpCAR1の 複製 ・維持 を司 る遺伝子群 と相 同性 の高 い領
域が存在 していた(Fig.11)。
緑膿菌株背景下 でのTn4661の 転移 を検 討す るために、緑膿菌PAO1(Rms148)に
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転移 の標 的 として非 自己伝 達性 のゲ ンタマイ シン(伽)耐 性 プ ラス ミ ドを導入 し、
ナ フタ レン分解 緑膿菌PaK1株 を受容菌 とした接合伝 達反応 を行 った。 出現 した
Gm耐 性 のPaK1接 合体株 か ら抽 出 した プラス ミ ドを解析 した結果 、標 的 プラス
ミ ドにTn4661の 転移 を確 認す る ことができた(Fig.12)。
第6章Tn4661の 部 位 特 異 的 組 換 え 機 構 の 解 析
Tn4661の 部 位 特 異 的解 離 系 の解 析 は 、 第2章 と同様 な 系 を構 築 して 行 っ た 。
Tn4661由 来 の2つ の 榔T。4あ1間 で の 部位 特 異 的解 離 は、 加ρ3T,4661と 勿ρ7廿。4661の両
方 を供 給 した 時 に100%の 頻 度 で 検 出す る ことが で きた 。吻3T。466ノは2つ の1セ5T。4661
間で の分 子 間組 換 え もTn4651の 吻3と 同様 な頻 度 で触 媒す る こ とが で き た が、
鷹T。465ノと ハ2∫T。4面1間にお け る部位 特 異 的組 込 み頻 度 は約10倍 低 くな った 。 異 な
る プ ラス ミ ド上 にそ れぞ れ ク ロー ニ ング した 陀8T。4651と アε3脳面1の 組 換 え に よ って
形 成 され た融 合 プ ラス ミ ドを解 析 した 結 果 、TnpSが 触 媒 す る部 位 特 異 的組 換 え
のcrossover部 位 は 形5内 のIRsを 含 む20bp以 内 の配 列 に存 在 す る ことが 判 明 し
た 。 ・
要 約
1)Tn4651上 の 吻3と 勿ρ7の 両遺伝子産物が2つ の 榔 間での高効率 の部位特異
的解離 に必要 であ ることが判明 した。
2)TnpSの みが、2つ の 陀5間 での部位特異 的組込 み反応 に必要 である ことを明
証 した。
3)Tn4651の 転移 関連;遺伝子群 は、P5ε〃40吻o槻5属 細菌株 に広 範 に分 布 して いる
ことを見 出 した。
4)緑 膿菌 由来 の薬剤耐性 プラス ミ ドRms148上 にTn4651群 の新規 トランスポ ゾ
ンTn4661を 発見 した。
5)7ε5T。4651と勝T。4661の組換 え実験 によって、TnpSが 触 媒す る組換 えのcrossover

















融合体上で倍加している トランスポゾン内の脚 間での解離酵素(TnpR)が 触媒する部位特異的




















Tn4661は 本研.究過程で見出された新規 トランスポゾン。伽 αま加pAの 発現調節遺伝子であ
る。数字はアミノ酸レベルでの相同性(%)を 示す。両脇に各トランスポゾンの大きさと由来を
記した。carとa耐,カ ルバゾール分解遺伝子群;Hg,水 銀耐性遺伝子群:xy孟 トルエン分解遺伝
子群。
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Fig3ア θ∫の配列
過去 の遺伝学的解 析で見 出され た203bpの γθ∫(4α旺1・&7011断片)の 配列 を示 した。プ ライマー伸長解析
の結果 判明 した吻8と 吻7の 転写 開始 点、予想 プロモ ーター配列 とSD配 列、9bpか ら成 う1対 のIR、





e]カ ナ マイ シ ン感 受性 株 の 出 現頻 度
遺 伝 子 の 有 無Km5株 出 現 頻 度(%,
'でぶ`'1ρ ∫`'畢pT+1prG-11ンrG






































































アβ51,Fig.3に 示 し た203bpの 断 片
ア852,陀51を 、∫配H側 か ら43bp削 っ た 断 片
アβ53,r851を8σoII側 か ら73bp削 っ た 断 片



















785一 καπカ セ ッ ト
Fig5pGEN101上 の2つ のrθ∫間で の部位特異的組 換え
TnpSとTnpTを 供給す る ことによってpGEN101は そ れぞれ1コ ピーのアθ∫1を保持す るpGEN101Rとrθ8一 加ηカセ ッ
トに解 離する。pGEN101Rは プ ラスミ ドとして複製 ・維i持されるが、アθ3一加77カセ ッ トは複製起 点を持たないた
め細胞 内 に維持 され る ことはない。アes一加刀カセ ッ トは、Km耐 性遺伝 子か ら外向き に設計 したプライマー用 い
























Fig6res-1(anカ セ ッ トのPCRに よる検 出
各々のJM109誘 導体株 由来 の粗抽 出液 を用 いたそPCR後 、0.6%ア ガロースゲル 中で電気泳動 した。
M,変 異 加pS
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上 に クローニ ング した。






















A;互 いに不和合性群が異な り1コピーの榔 をクローニングしたプラスミ ドを同一大腸菌細胞内に共存させた。非自己伝達性プラス ミドのみ
が受容菌に接合伝達され ることはない。それぞれのプラスミ ド上に存在する2つのアθ∫問で部位特異的組込み反応によって融合プラスミ ドが形
成されたときにのみ、Cm耐 性プラスミ ドは受容菌に伝達され、それはマーカー としてCm耐 性遣伝子を用 いて追跡することができる。B;
Lane1;接 合伝達反応の供与菌か ら抽出したプラスミ ド。同一大腸菌細胞内に不和合性群の異な る3つのプラス ミドが共存 している。Lane2,






























踊8.8チ ロシン リコン ビナー ゼの系統 樹
Tn3型 トラ ンスポ ゾ ンの転 移の後 半過程の融合 体解離 を触媒す る酵素 を*
で示 した。 それぞれ のタ ンパ ク質の 由来 は括弧 に記 した 。Avl,脇obaσ`εr
vinelandti;Ec,E.coJi;Pa,P.aeruginosa;Pflu,P.fluorescensPfo-1:
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Fig.9Tn4651型 トランスポ ゾンのIRの 比較





Fig.10T114661の 遺伝 子地 図
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Fig。IlRl1El48上 の塩基 配列 を決定 した領域 とpcARと の比較
Rn弼148とpCAR1の 複 製 ・維持 に必要 と予想 される遺伝 子 を斜線で、予想oアノFを図示 した。 トランス
ポ ゾンの名称 と大 きさ、5bpの 標的配列 の重複 を枠で囲み、ヵ御 側 をR、 その反対側 をLと した。
123456789
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Fig.12緑 膿 菌株 を用 いたTn4661の 転移実験
供与菌や接合体株か ら抽出 したプラスミ ドをα6%ア ガ ロースゲル を用 いて電気泳動 した。
プラスミ ドを抽 出 した菌株 は以下の通 り、1anel,PAOI(㎞s148)(Target);2～8,Gm耐 性
PaK1接 合体株 。pPaK1はPaK1株 が もとも と保持 して いるプラスミ ドであ る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
細 菌 の病原遺伝子や薬剤耐性遺伝子,重 金属耐性遺伝子群 な どの多 くは可動性遺伝 因子上 に存在 し
てい る ことが多 い。P∫θκ40〃20㎜∫属細菌 由来 のプ ラス ミ ドpWWO上 の トルエ ン分解 遺伝子群 は56kb
のTn3型 トランスポ ゾンTn4651上 に存在 す るこ とが知 られ てい た。Tn4651は,他 のTn3型 トランス
ポ ゾンと同様,融 合体形成過程 と融合体解離過程 を経て転移す る。 しか し,Tn4651は,融 合体形成過
程 を触 媒す る転移酵 素(TnpA)が 他 の トランスポ ゾンとの相 同性 が低 く,部 位特異 的解離反応 には約
2,4kbの 領 域内 に存在す る 吻3と 吻 丁の両遺伝子産物 を必 要 とす る点 がユニー クで あった。 これ らの
特 徴か ら,最 近新 しい転移 因子の グル ープTn4651群 トランスポ ゾンが創 設 され るに至 ってい る。本
研 究では,遺 伝学 的に未解 明な点 が多いTn4651の 転 移機構 を明 らか にす るこ とを 目的 とし,さ らに,
Tn4651群 トランスポ ゾンの様 々な細菌株にお ける普遍 的分布 についての解析 を行 った。
Tn4651の 部位特 異的解 離系を支配 してい る2.4kbのDNA領 域の塩基配 列 を決定 した結 果,吻 ∫と
卯ρ7は それ ぞれ323と332ア ミノ酸残基か らな るタンパ ク質 を コー ドしてい る と予想 され た。 プライ
マー伸 長解析 に よって,ゆ ∫と'ηρ7は,2.4kbの 中央部分 に存在 す る203bpの 組 換 え部位(res)に 内
在す るプ ロモー ターか ら転 写 され るこ とが判 明 した。 また,TnpSに はチ ロシ ン リコンビナーゼ フ ァミ
リーで高度 に保存 され しでいるモチー フが存在 した。部位特異的解離系の解 析の結果,Tn4651の 融合
体解 離過程 には ∫ηρ3と 殉ワ:r両遺伝子産物 が必 要で あるこ とが判 明 した。また,TnpSは,異 分子上 に
存在す る2つ の 鷹 間での分子間組 換 えに関与 してい るこ とを突 き止めた。TnpSの 特定の ア ミノ酸残
基 に部位指 定突然変異 を導入 した遺伝 子 を用 いた解 析 に よって,部 位特 異 的組換 えにお いてはTnpS
が主要 な役割 を担 って いる ことが判 明 した。 これ までにほ とん ど報 告例 が ないTn4651の 転移 関連遺
伝子群 を保持 してい る菌株 が,γ 一proteobacte㎡aに 広範 に存在 してい るこ とを見出 し,本 トランスポ
ゾンの遺伝 子 の水平伝播 における重要性 がは じめて認識 できた。 さらに,緑 膿菌 由来の薬 剤耐性 プラ
ス ミ ドRms148上 に,13kbの 新 規Tn4651群 トラ ンス ポ ゾンTn4661の 存在 を見 出 し,Tn4661は 大腸
菌 と緑膿 菌内で転移可能 な トランスポ ゾンである こ とを示 した。Tn4651とTn4661のTnpSやTnpT,
澱8∫を組合 わせた実験 によって,TnpSが 触 媒す る部位特異 的組 換 え反応 のcrossover部 位 は,陀 ∫内の
20bp以 内であ るこ とが実証 できた。
以上 のよ うに,本 研究 は遺伝学 的に未解 明な点 が多か ったTn4651群 トランスポ ゾンの転移機構や
環境細 菌 中での動態 をは じめて 明 らかに し,微 生物 学の発 展 に重要 な知見 を付与 した。 したがって,
審査員 一同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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